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CONTRIBUTION DE LA NEUROCHIRURGIE À L’ÉTUDE 
DE LA LIBÉRATION DE GNRH CHEZ LA BREBIS
CONTRIBUTION OF NEUROSURGERY
TO STUDY GNRH RELEASE IN EWES
Par Alain CARATY(1)
(Communication présentée le 6 novembre 2008)
Cet article décrit les approches neurochirurgicales les plus utilisées chez le mouton permettant de mesu-
rer la libération de GnRH, neurohormone hypothalamique qui contrôle la fonction de reproduction.
Deux techniques ont été principalement développées chez cette espèce, la «canulation» du système
porte hypophysaire et le prélèvement de liquide céphalo-rachidien dans le troisième ventricule du
cerveau. Elles ont permis de montrer de manière unique que cette neurohormone est libérée selon
un rythme de base pulsatile en des «pulses» de brève durée et c’est au travers de la variation de la
fréquence de ces pulses que le cerveau contrôle l’activité de reproduction. Cependant, avant l’ovu-
lation, la libération de GnRH ne présente plus ce caractère strictement pulsatile. Elle se manifeste par
un pic préovulatoire pratiquement synchrone du pic préovulatoire de LH qui se prolonge après l’ar-
rêt de cette décharge hypophysaire de LH.
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RÉSUMÉ
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This article describes the main surgical approaches used in sheep to measure the release of GnRH,
the hypothalamic hormone controlling the reproductive function. Two methods have been developed
in this species: the hypophyseal portal blood collection and the sampling of cerebrospinal fluid from
the third ventricle of the brain. These methods have demonstrated that GnRH is secreted during very
short periods of time, called pulses. The GnRH pulses are the link between the neuronal signal and
the hormonal signal. The brain controls the stages of the reproductive life through the variation of
GnRH pulse frequency. Just prior to ovulation, GnRH secretion is no longer strictly pulsatile and forms
a surge, which induces a peak in LH, which in turns triggers ovulation. The GnRH surge extends well
beyond that of the preovulatory LH surge.
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INTRODUCTION
L’identification de la structure du GnRH (pour Gonadotropin-
Releasing Hormone) en 1970 restera comme l’une des décou-
vertes importantes de la biologie de la reproduction de la fin
du siècle dernier. Elle fut suivie l’année suivante par la première
synthèse chimique du décapeptide et du développement très
rapide de molécules à fort pouvoir agoniste ou antagoniste. Ces
travaux laissaient donc envisager une connaissance rapide du
système de neurones à GnRH et le développement de traite-
ment permettant la maîtrise totale des problèmes de fertilité et
de stérilité (Schally et al. 1971). La réalité fut tout autre. Les
mécanismes qui contrôlent la libération de GnRH restent
encore de nos jours partiellement inexpliqués et des problèmes
de fertilité demeurent. Comment expliquer ce paradoxe? En fait
le système de neurones à GnRH s’est révélé tout à fait particulier
tant dans son ontogenèse que dans son fonctionnement. Les
neurones à GnRH ont une origine extra-cérébrale. Ils migrent
à partir de la placode olfactive durant les premiers jours de la
vie embryonnaire pour s’établir progressivement dans l’hypo-
thalamus. De là, leurs projections axonales vont se diriger vers
l’éminence médiane où elles pourront déverser le peptide dans
les capillaires du système porte hypophysaire. Relativement peu
nombreux par comparaison aux autres systèmes neuronaux,
quelques centaines voire quelques milliers selon les espèces, les
neurones à GnRH sont dispersés dans l’hypothalamus et leur
corps cellulaires ne reçoivent que peu de contacts synaptiques.
Par contre de nombreux contacts synaptiques sont observés sur
leur arborisation dendritique très fournie (Campbel et al.
2005). La quantité de peptide libérée dans le système porte hypo-
physaire est très faible et de ce fait, ne peut être mesurée dans
la circulation générale. Cette particularité a longtemps obligé
les chercheurs à déduire les variations de la libération de
GnRH de celles de l’hormone lutéinisante LH, comme cela est
encore réalisé chez l’homme. Le mouton s’est révélé un animal
modèle intéressant. Dans cette espèce, plus que dans toute autre,
deux techniques ont été particulièrement développées pour
mesurer directement la libération du décapeptide : la technique
de prélèvement du sang porte hypophysaire et celle du prélè-
vement de liquide céphalo-rachidien dans le troisième ventri-
cule du cerveau. Cette communication a pour objectif de resi-
tuer le développement de ces méthodes dans leur contexte, de
décrire les résultats majeurs obtenus et de préciser les avantages
et les limites de ces méthodes appliquées à l’étude de la neu-
rosécrétion.
L’HISTORIQUE DE LA MESURE 
DE LA LIBÉRATION DE GNRH
Dès le début des années 1970, le développement de dosages
radioimmunologiques très sensibles du peptide, associé à l’utili-
sation de diverses techniques permettant son extraction ont sus-
cité l’espoir de pouvoir mesurer sa sécrétion dans la circulation
générale. Quelques travaux rapportaient des concentrations
très importantes de peptide dans le plasma mais leurs variations
ne montraient aucune relation avec l’évolution de la libération
de LH (Kerdelhué et al. 1973; Elkind-Hirsch et al. 1982), ni par
la suite avec les quantités de GnRH présentes et libérées par l’hy-
pothalamus quand on a pu les mesurer. Il devint alors évident que
les concentrations du peptide ne pouvaient être mesurées qu’au
voisinage des terminaisons des neurones à GnRH. De nombreuses
approches chirurgicales furent alors développées : la canulation
du système porte hypophysaire sous anesthésie générale chez le
singe par une approche trans-orbitale (Carmel et al. 1976) ou par
une approche para- pharyngée chez le rat (Sarkar et al. 1976). Ces
méthodes montrèrent pour la première fois et de façon convain-
cante la présence de GnRH dans le sang porte hypophysaire. Elles
présentaient cependant deux inconvénients majeurs. Le premier
est lié à l’anesthésie qui peut interférer avec les régulations hor-
monales. Le second était de ne fournir qu’un nombre limité
d’échantillons qui ne permettaient pas d’obtenir une analyse ciné-
tique de la libération du peptide. D’autres techniques furent déve-
loppées chez l’animal vigile : la méthode «push-pull» et la
microdialyse. Elles consistent à insérer deux canules concentriques
pour la première ou une canule munie à son extrémité d’une mem-
brane de dialyse pour la seconde, au niveau de l’éminence
médiane où se trouvent les terminaisons des neurones à GnRH.
Ces dispositifs permettent alors de réaliser, chez l’animal vigile,
une perfusion des tissus environnants, afin d’entraîner les pep-
tides libérés dans un flux de liquide qui est ensuite fractionné dans
des tubes pour la mesure du peptide. Utilisées chez de nombreuses
espèces (rongeurs, simiens, ovins), ces techniques ont permis de
montrer une certaine dynamique de la libération de GnRH en
relation avec l’évolution de la LH plasmatique (Levine et al.
1982). Leur inconvénient majeur réside dans le fait que les quan-
tités de GnRH recueillies sont faibles, le plus souvent proches de
la limite de sensibilité des dosages. La seule méthode permettant
une analyse détaillée de la libération de GnRH est encore de nos
jours la technique de canulation du système porte hypophysaire,
innovée chez le mouton par Clarke et Cummins en 1982.
LA CANULATION DU SYSTÈME 
PORTE CHEZ LE MOUTON
La méthode originelle de canulation des vaisseaux du système porte
décrite par Clarke et Cummnins en 1982, utilise une voie d’ap-
proche trans-nasale, trans-orbitale inspirée des techniques neu-
rochirurgicales utilisée chez l’homme pour l’ablation des adénomes
hypophysaires. Elle présente néanmoins un certain nombre d’in-
convénients comme une contamination potentielle du sang
porte hypophysaire par le sang de la circulation générale et une
durée limitée des prélèvements. En utilisant une voie d’approche
similaire, nous avons mis au point, au laboratoire, une technique
de canulation du système porte (Caraty & Locatelli, 1988). Elle
consiste à réaliser sous anesthésie générale un tunnel dans l’os sphé-
noïde à la base du cerveau et à implanter deux canules superpo-
sées en regard de la face antérieure de l’hypophyse. Ces canules
sont coiffées d’un petit cône plastique permettant un ajustement
précis sur l’hypophyse. Le dispositif est alors immobilisé dans la
tête de l’animal par du ciment acrylique dentaire, puis les volets
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osseux et peaucier sont remis en place. Les canules sont rincées
avec du sérum physiologique contenant de l’héparine, puis obtu-
rées. Les animaux sont alors placés dans la salle de soins post-opé-
ratoires pour une période de 10-12 jours, afin de permettre une
bonne cicatrisation des tissus. Chaque jour, les canules sont rin-
cées avec du sérum physiologique hépariné. La veille des prélè-
vements de sang, les animaux (2 ou 3) sont placés dans des petits
box contigus où ils ont accès à la nourriture et la boisson. Deux
cathéters sont insérés dans les deux veines jugulaires, l’un pour pré-
lever le sang de la circulation générale, l’autre pour assurer une
perfusion constante de sérum physiologique hépariné. Le jour sui-
vant, ces cathéters sont reliés chacun à une pompe péristaltique
placée dans une pièce contiguë. Après deux heures d’adminis-
tration d’héparine, un petit stylet de longueur calibrée est intro-
duit dans la canule portale supérieure, afin de sectionner quelques
vaisseaux du système porte hypophysaire. Le sang portal s’écoule
dans le cône, d’où il est aspiré régulièrement par la canule infé-
rieure reliée à une pompe péristaltique (figure 1).
Les échantillons de sang porte hypophysaire et de sang systé-
mique sont recueillis simultanément dans des tubes maintenus
réfrigérés, contenant des inhibiteurs enzymatiques (anti-pro-
téases) et placés sur un collecteur de fractions. Ces prélèvements
automatisés sont réalisés en l’absence de l’expérimentateur. Leur
fréquence et leur durée varient selon les objectifs expérimen-
taux. Par exemple, la définition du profil d’un pulse de GnRH
nécessite des prélèvements toutes les 30 secondes pendant
quelques heures, alors que l’étude de l’évolution de la sécrétion
de GnRH durant la phase folliculaire conduit à prélever des
échantillons toutes les 10 minutes pendant plus de 48 heures.
Quelles sont les limites de cette technique ? Tout d’abord, pour
qu’elle soit applicable à d’autres espèces, il faut que du point de
vue anatomique, l’hypophyse soit dans une «selle turcique» dite
fermée, c’est-à-dire sans contact avec le liquide céphalo-rachi-
dien qui entoure le cerveau. Ce n’est pas le cas des porcins ni
des équins. Par ailleurs la collection d’échantillons est limitée
dans le temps, à deux, voire trois jours au maximum. Au-delà,
la perfusion constante d’héparine, nécessaire pour éviter la coa-
gulation au niveau des vaisseaux du système porte hypophysaire
fait courir des risques hémorragiques important à l’animal. Enfin,
les échantillons de sang porte ne peuvent être obtenus que lors
d’une séance unique de prélèvement. En effet, après quelques
jours, la zone de l’hypophyse où les vaisseaux du système porte
ont été sectionnés se nécrose rapidement, rendant impossible
des prélèvements ultérieurs.
LES PRINCIPAUX APPORTS DE LA
CANULATION DU SYSTÈME PORTE À
L’ÉTUDE DE LA LIBÉRATION DE LA GNRH
Dans la plupart des situations physiologiques, chez la brebis
castrée (Clarke & Cummins, 1982), le bélier (Caraty &
Locatelli, 1988) ou la brebis durant les différentes phases du
cycle œstrien (Moenter et al. 1991), cette méthode a permis
de montrer une coïncidence quasi parfaite entre les pulses de
GnRH et ceux de LH. Ce n’est que lorsque la fréquence des
pulses de GnRH devient trop importante, comme celle
observée chez le bélier castré depuis plusieurs mois, que la libé-
ration de LH perd son caractère pulsatile du fait de l’aug-
mentation considérable de son niveau de base. Dans ce cas,
la relation de pulse à pulse devient moins facilement iden-
tifiable (Caraty & Locatelli, 1988). L’amplitude du pulse de
GnRH varie peu entre les animaux, comme entre des situa-
tions physiologiques différentes. Elle est en général de l’ordre
de quelques dizaines de pico grammes par millilitre de plasma.
L’analyse d’échantillons de sang porte prélevés toutes les 30
secondes montre des épisodes intenses de sécrétion pulsatile
de GnRH, dont la durée varie de 3 à 7 minutes. Entre ces évé-
nements, les niveaux sont indétectables. La pulsatilité de LH
est calquée sur celle de GnRH qui vient d’être décrite mais
compte tenu de la demi-vie plus longue de cette hormone,
Figure 1 :
A, Schéma de l’approche chirurgicale consistant à implanter un système de double
canule en regard de la face antérieure de l’hypophyse.
B, Dispositif permettant les prélèvements de sang porte hypophysaire et de sang
systémique de façon automatisée (D’après Caraty et al. 1994).
Figure 2 : Profil de sécrétion de GnRH dans le sang porte hypophysaire (ronds
fermés) et de la LH dans la circulation périphérique (ronds ouverts) chez une brebis cas-
trée. Les prélèvements réalisés toutes les 30 secondes permettent de bien montrer le carac-
tère très épisodique de la libération de la GnRH (D’après Caraty et al. 1 994).
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on observe toujours un niveau basal de LH entre les pulses
(figure 2). Cette libération pulsatile de GnRH constitue
donc bien le signal de transduction entre l’information ner-
veuse et la réponse hormonale. En fin de phase folliculaire,
on observe une augmentation considérable des concentrations
de GnRH. Ce pic préovulatoire, en induisant celui de LH,
est le signal qui détermine le moment de l’ovulation (Moenter
et al. 1991). Il s’effectue au travers de l’apparition progres-
sive d’épisodes de sécrétion non-pulsatile qui viennent s’in-
tercaler entre les pulses majeurs de GnRH et progressivement
niveler la libération pulsatile du peptide, la sécrétion de
GnRH ne présentant plus, de ce fait, un caractère pulsatile
(Moenter et al. 1992). Par ailleurs, alors que les pics pré-
ovulatoires de GnRH et de LH débutent de manière syn-
chrone, la libération de GnRH se poursuit bien après l’arrêt
du pic préovulatoire de LH (figure 3). Cette libération pro-
longée de GnRH ne semble pas avoir de rôle hypophysiotrope.
Elle est associée à une libération parallèle du peptide dans le
liquide céphalo-rachidien (voir ci-dessous) et pourrait par-
ticiper au contrôle du comportement sexuel chez la brebis
(Caraty et al. 2002).
Cette analyse fine de la libération massive de GnRH avant l’ovu-
lation nous amène à nous interroger sur le fonctionnement des
neurones à GnRH. Le pic de GnRH traduirait soit une désyn-
chronisation des neurones à GnRH, soit la libération du pep-
tide par le recrutement d’autres populations de neurones à
GnRH, soit des mécanismes de plasticité s’exerçant au niveau
de l’éminence médiane et conduisant à un remaniement des
contacts entre les terminaisons des neurones à GnRH et les vais-
seaux du système porte (Prevot et al., 1999). À ce jour, aucune
de ces hypothèses n’est pleinement démontrée.
LE PRÉLÈVEMENT DE LIQUIDE 
CÉPHALO-RACHIDIEN UNE ALTERNATIVE 
À LA CANULATION DU SYSTÈME PORTE
La canulation du système porte présente trois limites : elle
requiert une expertise chirurgicale qui n’est pas présente dans
tous les laboratoires ; la réduction de l’utilisation des animaux
à une seule séance de prélèvement la rend relativement coû-
teuse et elle ne peut être appliquée à toutes les espèces pour des
raisons de différences anatomiques de la selle turcique. Aussi
des méthodes alternatives ont-elles été recherchées. En 1985,
une méthode de prélèvement de liquide céphalo-rachidien
(LCR) dans le troisième ventricule fut décrite pour la première
fois chez le singe (Van Vugt et al. 1985). Ce travail montre la
présence du peptide dans ce fluide qui peut être collecté de façon
régulière et, chez la majorité des animaux étudiés, une relation
temporelle entre les épisodes de libération de GnRH et ceux
de LH. Cette technique a permis également de démontrer pour
la première fois chez cette espèce, l’existence du pic préovula-
toire de GnRH (Xia et al. 1995), sujet qui fut longtemps l’ob-
jet d’une vive controverse en raison des travaux du groupe de
Knobil (O’Byrne & Knobil, 1993). Le développement de ces
travaux réalisés chez le singe nous incita à développer une
approche similaire chez le mouton (Skinner et al. 1995). Chez
la brebis comme chez le singe, l’implantation de la canule s’ef-
fectue par une approche stéréotaxique chez l’animal anesthé-
sié. Après avoir réalisé un volet d’accès dans la boîte crânienne
au moyen d’un trépan, la canule est dirigée vers le troisième ven-
tricule au moyen d’un micromanipulateur (Koff). Sa progres-
sion est contrôlée par radiographie aux rayons X selon les plans
latéral et frontal. Lorsque la canule pénètre dans le troisième
ventricule, un reflux de LCR est observé. Le positionnement
de son extrémité est alors vérifié, puis la canule est fixée à la
boîte crânienne par du ciment acrylique dentaire. Elle est ensuite
obturée au moyen d’une tige métallique munie d’un bouchon
et protégée par un cylindre de téflon fixé à la boîte crânienne
et pourvu d’un couvercle. Les animaux sont placés 10 jours en
soins post-opératoires. Comme pour le prélèvement de sang
porte hypophysaire, ils sont installés dans des box contigus, la
veille des prélèvements, et un cathéter est inséré dans leur veine
jugulaire pour prélever des échantillons de sang périphérique.
Le jour suivant, le dispositif de protection en téflon est ouvert
et un cathéter de faible diamètre est introduit dans la canule
jusqu’à son extrémité. Il est immobilisé, puis relié à une pompe
péristaltique qui permet de prélever le liquide céphalo-rachi-
dien de façon régulière. La quantité collectée varie en fonction
du type d’expérimentation (durée, fréquence des échan-
tillons…), mais elle ne doit jamais excéder 1,5 ml par heure pour
demeurer très inférieure au taux de renouvellement. Dans ces
conditions, les prélèvements peuvent être poursuivis plusieurs
jours de suite sans aucun problème pour l’animal.
Cette méthode a permis de montrer une bonne concordance
entre les pulses de GnRH dans le LCR et ceux de LH dans la
circulation périphérique chez la brebis. Toutefois, l’amplitude
Figure 3: Profil de sécrétion de GnRH dans le sang porte hypophysaire (courbe
du haut, ronds fermés) et de LH dans la circulation périphérique (courbe du bas,
ronds ouverts) chez une brebis en fin de phase folliculaire. Les échantillons de
sang ont été obtenus toutes des 10 minutes pendant 48 heures L’échelle réduite
(courbe du bas) permet de visualiser la synchronisation des pulses de GnRH et
de ceux de LH. Dans le sang porte hypophysaire, on observe une augmentation
massive de la libération du peptide, un pic préovulatoire, dont le début coïncide
avec celui du pic de LH (D’après Moenter et al. 1992).
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des pulses de GnRH dans ce liquide est faible, souvent voisine
de la limite de détection de la méthode de dosage, ce qui res-
treint l’analyse à l’étude de la fréquence des pulses de GnRH
(Skinner et al. 1995). La présence du peptide dans le LCR résulte
d’une diffusion passive depuis les terminaisons des neurones à
GnRH de l’éminence médiane. Ainsi les concentrations de
GnRH les plus élevées sont observées au voisinage du récessus
infundibulaire. De là, le peptide est entraîné par le flux de LCR
vers le quatrième ventricule (Caraty & Skinner, 2008). Le pic
préovulatoire de GnRH y est d’amplitude comparable à celui
observé dans le sang porte hypophysaire (Skinner et al. 1995)
et pourrait participer au contrôle du comportement sexuel
(Caraty et al. 2002).
L’intérêt majeur de la méthode de prélèvement de LCR réside dans
le fait que des échantillons peuvent êtres obtenus chez le même
animal à plusieurs semaines, voire plusieurs mois d’intervalle. Ainsi,
en analysant la dynamique de libération du peptide durant quatre
cycles œstrien consécutifs chez la brebis, a été démontré l’effet
amplificateur de la progestérone sur la libération préovulatoire de
GnRH induite par l’œstradiol (Caraty & Skinner, 1998).
CONCLUSION
Le prélèvement de sang porte hypophysaire chez le mouton
demeure encore de nos jours la méthode de choix pour l’étude
de la neurosécrétion. Outre l’abondante littérature concernant
la libération de GnRH, elle a permis de décrire les profils de libé-
ration de nombreux autres neuropeptides hypothalamiques
(GHRH, TRH, CRH, Somatostatine…). Récemment, la pré-
sence dans le sang porte hypophysaire de kisspeptine, un peptide
découvert il y a seulement quelques années, a pu être démontrée
(Smith et al. 2008). La technique de prélèvement de liquide
céphalo-rachidien est une méthode alternative à la canulation
du système porte. Elle présente l’avantage d’une chirurgie moins
traumatisante et d’une quasi-absence de souffrance pour l’animal,
ce qui permet des études sur le long terme. Elle permet notam-
ment d’obtenir des échantillons plusieurs fois chez le même
animal, au cours d’une année, voire de plusieurs années. Moins
résolutive que la canulation du système porte, mais plus simple
techniquement à mettre en œuvre, elle est utilisée chez un plus
grand nombre d’espèces (simien, bovin, ovin, caprin).
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